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摘要 : 对 卵 期 高 温 (35% ，72 h) AE KA Nilaparvata lugens 体内 共生 酵母 菌 及 该 虫 氨基 酸 需 
求 的 变化 进行 了 研究 ， 结 果 表 明 : 1) 卵 期 高 温 处 理 后 ， 若 虫 期 体内 的 共生 酵母 菌 数 量 明显 低 于 正 
常 对 照 试 虫 ! 2) 将 若虫 饲养 于 缺少 单 种 氨基 酸 的 22 种 全 纯 饲 料 上 ， 以 若虫 羽化 率 为 指标 ， 发 现 
高 温 处 理 试 虫 对 组 氨 酸 、 赖 氨 酸 、 亮 氨 酸 、 异 亮 氨 酸 、 苏 氨 酸 、 纺 氨 酸 、 苯 两 氨 酸 和 色 氨 酸 等 8 
种 必需 氨基 酸 的 需求 明显 增加 。 由 此 推论 ， 褐 飞 乱 对 上 述 8 种 必需 氨基 酸 的 需求 与 共生 酵母 菌 有 
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同 妃 目 昆 虫 体 内 普遍 存在 着 共生 菌 ， 常 包含 于 脂肪 体 的 含 菌 细胞 中 ， 有 的 还 聚集 形成 菌 
胞 体 ， 以 垂直 传播 的 方式 直接 由 母体 传 给 子 代 "” 。 因 同 翅 目 昆虫 的 营养 需求 与 其 它 许多 昆虫 
不 同 ， 一 般 认 为 共生 菌 与 该 类 昆虫 的 营养 需求 有 着 密切 联系 ? 。 因 此 ， 研 究 共 生 菌 与 同 翅 
目 昆 忠 的 营养 联系 对 痔 明 该 类 昆虫 的 营养 生理 学 特性 具有 重要 意义 。 就 主要 水 稻 害 虫 神 飞 乱 
Nilaparvata lugens 而 言 ， 其 腹部 脂肪 体内 存在 着 酵母 类 共生 菌 3。 基 于 此 种 昆虫 可 以 在 缺少 任 
一 种 必需 氨基 酸 的 全 纯 饲 料 上 从 初 盟 若 忠 发 育 到 成忠，Koyama“" 推测 共生 酵母 菌 可 能 与 神 飞 
剧 对 必需 氨基 酸 的 需求 有 联系 ， 但 迄今 沿 缺 少 有 关 的 实验 证 据 。 利 用 无 菌 或 少 菌 试 虫 是 研究 
昆虫 体内 共生 菌 功能 的 主要 途径 之 一 和 。Chen F 兽 报 道 用 抗生素 、 高 温 等 方法 处 理 神 飞 剧 
初 姨 若 忠 可 以 明显 降低 试 忠 体内 的 共生 酵母 菌 数 量 ,但 未 能 就 其 营养 需求 进行 深入 研究 。 本 
研究 中 ， 我 们 拟 进一步 研究 神 飞 者 卵 期 高 温 处 理 对 其 体内 共生 酵母 菌 的 影响 ， 同 时 ， 利 用 缺 
失 某 种 氨基 酸 组 分 的 全 纯 饲 料 ， 研 究 福 飞 乱 试 虫 对 氨基 酸 的 需求 ， 以 期 探 明 福 飞 虱 对 氨基 酸 
的 需求 与 共生 酵母 菌 的 关系 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 的 高 温 处 理 
在 飞 恒 类 昆虫 共生 酵母 菌 的 研究 中 通常 采用 高 温 处 理 法 ， 即 将 初 角 车 忠 在 25 CATE PIE 
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续 处 理 72 h 引 。 此 方法 可 以 显著 降低 飞 虱 体内 的 共生 菌 数 量 ,， 但 处 理 结束 后 ， 车 忠 已 达 3 日 
龄 ， 不 适 于 考察 整个 若虫 期 营养 需求 的 需要 ， 为 此 ， 我 们 改 在 福 飞 乱 卵 期 进行 高 温 处 理 ， 具 
体 方法 是 : 将 羽化 后 4~7 天 的 抱 卵 福 飞 乔 肉 虫 《 配 以 相同 数量 雄 虫 ) ASARTAR E 
ON. HRA 50 天 的 水 稻 感 虫 品种 TN1 上 产 卵 1 天 。 带 卵 的 TN1 苗 在 室温 下 放置 3 天 之 后 ， 移 
入 《35.0+0.5)C 的 培养 箱 中 连续 处 理 72 h， 然 后 将 苗 取 出 并 保持 在 〈27.0+0.5$)% 下 直至 孵 
化 。 部 分 初 旷 若虫 (< 24 h) 用 作 人 工 饲料 的 试验 虫 源 及 孵化 当天 试 虫 共生 菌 的 观察 ， 另 一 
ROPE BFF. TOME TN1 BEL, AF 2 龄 以 后 若 、 成 虫 共生 菌 的 观察 研究 。 
1.2 神 飞 虱 体 内 共生 酵母 菌 的 观察 

BERR Noda 的 方法 ， 分 别 在 孵化 后 1 ORLA). 5. 11. 16. 20 和 24 天 观察 试 虫 体内 
共生 酵母 菌 的 数量 。 即 取 一 定数 量 的 试 虫 称 重 ， 用 200 ~ 400 uL 0.8 和 的 生理 盐水 将 试 虫 研磨 、 
匀 浆 后 ， 直 接 吸 取 少 量 匀 浆液 滴 于 血细胞 计数 器 上 ， 用 双 目 显微镜 《Olympus BH-2) 在 10 x 
40 信 下 观察 共生 酵母 菌 的 数量 。 若 虫 羽 化 后 ， 分 别 观察 肉 、 雄 虫 ， 各 重复 3 ~ 5 次， 以 未 经 高 
温 处 理 的 相应 日 龄 试 虫 为 对 照 。 

按 下 列 公式 计算 共生 菌 数 量 ， 样品 共生 菌 含 量 = GHEE RARE AAD x (研磨 用 生 
理 盐 水 体积 + 试 忠 的 体积 );， 单 头 试 忠 所 含 共 生 菌 数 = 样品 共生 菌 含量 / 取样 试 忠 数 ， 单 位 体 
E (mg) 试 忠 所 含 共生 菌 数 = 样品 共生 菌 含量 / 取样 试 虫 鲜 重 (mg) 

1.3 ”褐飞虱 对 氨基 酸 需 求 的 测试 

利用 缺失 单 种 氨基 酸 的 全 纯 饲 料 进 行 饲养 ， 以 羽化 率 为 指标 研究 经 高 温 处 理 的 福 飞 恒基 
忠 对 氨基 酸 的 需求 情况 ， 以 未 处 理 试 忠 为 对 照 。 

全 纯 人 工 饲料 ， 以 全 纯 人 工 饲料 D-97' 趾 作为 基本 饲料 ， 除 去 单 种 氨基 酸 组 分 ， 保 持 其 它 
营养 组 分 及 饲料 的 理化 性 状 ， 共 配制 22 种 饲料 。 每 种 饲料 的 氨基 酸 总 量 (mmol% ) 通过 按 相 
应 比例 提高 剩余 氨基 酸 的 含量 而 与 D-97 保持 一 致 。 另 以 全 组 分 饲料 D-97 为 对 照 饲 料 〈CK)。 
配 好 的 饲料 经 滤 膜 法 灭 菌 后 分 装 于 1.5 mL 的 灭 菌 塑 料 管 中 ， 保 存 于 - 20% 条 件 下 备用 。 

试 虫 的 饲养 与 观察 : 按 每 管 RASS (< 24 h》 接 入 双 通 玻璃 管 (长 15 cm、 直径 
2.5 em) 中 进行 饲养 ， 每 种 饲料 接 处 理 试 虫 150 ~ 200 头 〈6 ~ 8 管 ;， 未 处 理 对 照 试 忠 100 ~ 
125% (4~5 管 )。 饲 养 管 的 一 端 为 食物 包 ， 由 双 层 Parafilm 膜 夹 持 饲料 液 滴 而 成 ，1 ~ 2 天 更 
换 一 次 ， 另 一 端 在 接 忠 后 用 100 目 尼龙 纱 扎 紧 。 饲 养 过 程 中 ， 饲 养 管 用 湿 黑 布 包 里 保湿 ， 露 


出 饲料 端 ， 使 该 端 朝 向 光源 ， 置 于 27 + 0.5) 扎 的 培养 箱 中 ， 自 然 光 照 。 观 察 并 记载 试 忠 的 
存活 与 羽化 情况 。 
2 结果 与 分 析 


2.1 处 理 试 虫 体内 共生 酵母 菌 含量 的 变化 

图 1 为 褐飞虱 体内 共生 酵母 菌 的 变化 动态 。 可 以 看 出 ，35 乞 处 理 后 ， 福 飞 改 体 内 的 共生 
菌 数 量 明显 不 同 于 对 照 。 从 平均 每 头 试 忠 体内 的 共生 菌 含量 来 看 《图 1: AD. PIR, Ab TE 
试 忠 的 共生 菌 仅 《1 658 + 126) 个 ， 相 当 于 正常 试 忠 的 33.4% (4971 + 241 个 )， 二 者 差异 极 显 
著 (P<0.001)。 此 后 ， 处 理 试 虫 的 共生 菌 增 速 较 慢 ， 二 者 的 差距 进一步 扩大 。 虽 然 11 天 后 ， 
处 理 试 虫 共生 菌 的 增 速 有 所 加 快 ， 至 末 龄 若虫 期 〈20 日 龄 处 理 若 虫 和 1 A RRA RB), Ah 
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理 试 虫 的 共生 菌 含量 仍 只 有 正常 试 虫 的 16.0%， 二 者 差异 极 显著 《P <0.001)。 羽 化 后 (处 
理 与 对 照 试 虫 分 别 在 第 21 天 和 13 天 开始 羽化 ;， 二 者 共生 菌 的 差距 明显 缩小 ， 处 理 肉 、 雄 成 
RB AR) 的 共生 菌 分 别 相当 于 对 照 成 虫 (16 R) 的 61.6% 和 67.9 和 % ， 了 两 类 试 虫 间 无 显著 差 
异 《P >0.05)。 从 单位 体重 (mg HE) 试 忠 的 共生 菌 含量 进行 比较 (图 1: B)， 同 样 可 以 看 
出 ， 若 忠 期 ， 处 理 试 忠 (1 ~ 20 天 ) PHARMA SARITA a ~ 11 天 )， 初 嚼 时 前 者 相 
当 于 后 者 的 44.0 和 % ， 末 龄 若虫 期 这 一 比例 降 至 13.2%。 但 羽化 后 二 者 的 差别 明显 缩小 ， 处 理 
WE. MER AR OAR) 分 别 相 当 于 对 照 试 虫 (16 天) 的 54.2% Fl 70.5% 

上 述 结果 表明 ; 经 卵 期 高 温 处 理 的 试 虫 与 对 照 试 虫 共生 菌 数量 的 差距 主要 表现 在 若虫 期 。 
成 虫 期 二 者 的 差异 明显 缩小 ， 主 要 原因 可 能 是 处 理 试 虫 有 较 长 的 若虫 期 〈 长 8 天 )， 羽 化 时 共 
生 菌 种 群 数量 得 以 发 展 到 较 高 的 水 平 ， 而且， 羽化 初期 处 理 试 忠 共生 菌 数 量 继续 增长 ， 而 对 
照 试 虫 趋 于 减少 《至 少 单位 体重 的 共生 菌 含量 是 如 此 )， 雄 虫 尤为 明显 。 
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图 1 48 KRU PASE BT AMENES CEE + 标准 差 ) 
Fig. 1 Population curves of yeast-symbionts in N. lugens (Mean + SD) 
a: 处 理 肉 虫 treated female: b: 处 理 雄 虫 reated male; 

c: 对 照 瞧 虫 untreated female; d: 对 照 雄 虫 untreated male 


2.2 处 理 试 虫 对 氨基 酸 的 需求 

高 温 处 理 后 ， 除 缺少 yas TR (GABA) 或 丙 氨 酸 (Ala) 的 饲料 外 ， 其 余 各 饲料 上 的 
试 忠 羽化 率 均 较 未 处 理 试 虫 明显 降 低 (图 2: A) (P<0.01)， 降 幅 超过 45% (图 2: B) Ħ 
中 ， 对 照 饲 料 上 的 试 忠 羽化 率 为 20.0 %， 降 幅 为 62%。 在 缺少 非 必需 氨基 酸 的 饲料 上 ， 羽 化 
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率 介 于 8.3% ~ 26.3%, BRIERE RLAR (Cys). RAH CAsn). MAR Cys) BAR 
(Tyr》 的 降幅 达 70.3% ~73.1% 以外， 其 余 仅 下 降 45.0% ~ $8.4% 。 而 缺 必需 氨基 酸 的 饲料 则 
明显 不 同 ， 除 缺 精 毛 酸 〈Arg) 的 羽化 率 达 17.1% 之 外 ， 缺 另 9 种 必需 毛 基 酸 的 饲料 上 的 羽化 
率 均 不 超过 3.5% ， 试 虫 极 少 或 不 能 羽化 ， 羽 化 率 的 降幅 除 缺 Arg 或 蛋氨酸 (Met) 的 分 别 为 
57.3% ~ 69.3% Zh, WR 8 种 必需 氨基 酸 ( 组 氨 酸 His. MAR Lys. RAR Lu. FRAR 
Tle, HAR Thr. WAR Val. NAR Phe MEAR Ty) 的 降幅 均 在 8$3.3 旬 以 上 ， 其 中 和 缺 
Lys. Thr, Des Phe 或 Try 的 甚至 超过 9%.8% 。 显 然 ， 高 温 处 理 后 ， 缺 少 上 述 8 种 必需 氨基 酸 
对 神 飞 乱 的 影响 较 大 。 

考虑 到 高 温 处 理 可 能 对 试 虫 有 某 些 副作用 ， 我 们 还 对 处 理 试 虫 在 缺少 氯 基 酸 的 各 饲料 上 
的 羽化 率 与 在 全 组 分 对 照 饲料 上 的 羽化 率 进 行 了 比较 (图 3: A)。 结 果 表 明 : 缺 非 必需 氨基 
酸 所 导致 的 羽化 率 降幅 一 般 不 超过 35% LE Tyr 例 外， 达 57.0%). AS 种 饲料 上 的 试 忠 羽 
化 率 甚 至 有 所 上 升 ， 而 缺 必 需 氨 基 酸 时 ， 除 Are 降幅 较 小 《14.5%) 外 ， 其 余 9 种 的 降幅 均 在 
82.5% 以 上 。 但 是 ， 未 经 高 温 处 理 的 试 忠 则 明显 不 同 (图 3: B)， 除 缺 Met 引起 的 降幅 达 
78.3 以 外 ， 缺 其 余 各 种 必需 氨基 酸 或 非 必需 氨基 酸 所 导致 的 羽化 率 降 幅 均 在 56% 以 下 。 由 
此 同样 可 以 看 出 ， 对 处 理 试 虫 而 言 ， 除 缺 Are. Met 之 外 ， 缺 其 余 8 种 必需 氨基 酸 引 起 的 羽化 
率 降幅 明显 大 于 正常 试 忠 。 

因此 推 知 ， 高 温 处 理 后 ， 神 飞 乔 对 8 种 必需 氨基 酸 (Thr Lys» le» Phe> Trys His» Val 
和 Leu) 的 需求 更 为 明显 。 











80 [入 













Mui cx [ | 4f treatment 
人 号 60 . a, u se he a erp tee Oo el ee te SR ON ee ed 
对 40 i . . mt os 
SÈ 
区 
| | | | | | | | | | Ea C} = = = 图 

a 37 

5 B on 5 

2 0h ee Í p 一 2 707 a ATT 
= 5 EE j yi A APAA? 

5 vw, A i A Fi Aw p E o TE 
AS -37 a a BY ks Vv 4 aA P F “aA oF f 
民 .2 74 i Cates Ye ave Uu BaP - TREES 

-111 
CK Glu Scr Pro Tyr Ala Cys Arg Leu Phe Try Lys 


Asp GABA Gln Gly Cyss Asn Thr Val this lle Met 
St b> Ky SL BRE Amino acid deleted (CK: 10-97) 


图 2 缺 不 同 氨基 酸 的 全 纯 饲 料 上 褐飞虱 的 羽化 情况 
Fig. 2 Adult emergence of V. lugens reared on chemically defined diets with single amino acid deleted 
A: EHC emergence rate: B: 同一 饲料 上 处 理 试 虫 与 对 照 试 虫 羽 化 率 的 比较 comparison of 
emergence rate between treated and untreated insects on the same diet: 
羽化 率 变 幅 = [处 理 试 虫 的 羽化 率 / 同 一 饲料 上 对 照 试 虫 的 羽化 率 )- 1] x 100 


variation of emergence =[ (emergence rate of treated insects/emergence rate of untreated insects on the same diet) - 1 ] x 100 
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图 3 缺少 氨基 酸 的 各 全 纯 饲 料 上 褐飞虱 羽化 率 的 升降 幅度 
Fig. 3 Variation of adult emergence of N. lugens reared on chemically defined diets with single amino acid deleted 
A: 处 理 试 虫 treated insects; B: 对 照 试 虫 untreated insects: 
羽化 率 变 帆 = [(《 缺 氨基 酸 饲 料 上 的 试 虫 羽化 率 /全 组 分 饲料 D-97 上 的 试 虫 羽化 率 )- 1] x 100 
variation of emergence =[ ( emergence rate of insects on diet deleted amino acid/ emergence rate of insects 
on complete diet D-97) - 1] x 100 


3 讨论 


在 同 翅 目 昆 虫 的 研究 中 ， 共 生 菌 与 寄主 昆虫 的 营养 关系 受到 广泛 的 关注 ， 尤 其 对 蚜虫 共 
生 细 菌 的 研究 较为 深入 ， 已 证 实 共生 细菌 可 以 为 宿主 《蚜虫 ) 提供 必需 氨基 酸 营养 和 。 而 对 
飞 虱 类 共生 菌 的 有 关 研 究 及 了 解 则 相对 薄弱 。Noda 等 小 曾 报 道 灰 飞 虱 体内 的 共生 酵母 菌 可 以 
为 其 提供 脂 类 营养 Sasaki T 亦 报道 神 飞 乔 的 共生 酵母 菌 可 能 与 尿酸 的 再 利用 有 关 。 本 文 
作者 则 通过 研究 高 温 处 理 对 共生 菌 的 影响 及 处 理 阁 忠 的 营养 需求 特征 ， 首 次 证 实 袜 飞 必 对 必 
需 氨基 酸 的 需求 与 共生 本 母 菌 有 关 。 

本 研究 证 实 卵 期 高 温 《35% ) 处 理 可 以 显著 降低 福 飞 乔 体 内 共生 酵母 菌 的 数量 ， 且 处 理 
试 虫 与 对 照 试 虫 的 差距 在 若虫 期 尤为 明显 ， 这 与 Chen RARE HY hE RB, 
明 无 论 是 在 卵 期 ， 还 是 在 若 忠 初期 高温 《35C》 处 理 均 是 一 种 有 效 地 降低 褐飞虱 若 忠 体内 
共生 酵母 菌 的 方法 。 其 中 卵 期 处 理 的 优点 是 : 可 以 从 初 旷 若 虫 开 始 为 营养 需求 等 有 关 研 究 提 
供 缺 少 共生 菌 的 全 若虫 期 试 虫 。 然 而 ， 处 理 试 虫 与 对 照 试 虫 共生 酵母 菌 数 量 的 差距 在 成 虫 期 
明显 缩小 ， 如 何 有 效 地 降低 成 虫 期 共生 酵母 菌 数 量 尚 竺 今后 进一步 探索 。 羽 化 后 对 照 雄 虫 共 
生 菌 数量 下 降 〈 肉 虫 单 位 体重 的 共生 菌 含量 亦 下 降 》， 处 理 试 虫 虽然 在 羽化 初期 共生 菌 仍 呈 上 
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升 趋势 ， 但 据 Chen WE, H1t4 天后， 处 理 雄 虫 共生 菌 含量 亦 开始 下 降 。Chen SU 
为 这 并 非 共生 菌 降解 所 引起 ， 而 可 能 受 某 种 生理 机 制 的 制约 ， 雌 虫 还 可 能 与 产 卵 有 关 。 

前 人 有 关 氯 基 酸 需求 的 研究 表明 ， 多 数 昆 虫 常 表现 为 对 10 种 必需 氨基 酸 (Arg、His、 
Lys、Leu、Ile、Met、Thr、Val、Phe、Try〉 的 需求 模式 ， 但 同 翅 目 等 含 共生 菌 的 昆 忠 所 需 的 必 
需 氨 基 酸 则 少 于 10 种 3。 本 研究 通过 在 缺少 某 种 氨基 酸 的 全 纯 饲 料 上 进行 饲养 ， 发 现 正常 福 
飞 虱 若 忠 对 氨基 酸 需 求 与 前 人 的 结果 一 致 汪 ， 无 生长 发 育 所 必需 的 氨基 酸 ;， 但 同时 亦 首 次 证 
实 高 温 处 理 后 的 少 菌 神 飞 乔 若 虫 对 8 种 必需 氨基 酸 的 需求 较为 明显 。 显 然 ， 与 正常 试 虫 相 比 ， 
Dr KA BRA BOT SRB RA 10 种 必需 氨基 酸 需求 模式 。 在 前 人 对 桃 蚜 的 有 
关 研 究 中 :2 ， 这 一 现象 更 为 明显 ， 少 菌 桃 蚜 表 现 为 标准 的 10 种 必需 氨基 酸 需 求 模式 。 

本 研究 还 发 现 少 菌 宰 飞 虱 对 Met. Are 两 种 必需 氨基 酸 的 需求 并 没有 明显 增强 ， 似 表明 共 
生 酵 母 菌 与 二 者 的 合成 无 关 ， 褐飞虱 体内 还 可 能 存在 其 它 的 必需 氨基 酸 供 给 途径 。 据 Noda 
等 蔬 报 道 ， 灰 飞 避 体内 还 存在 细菌 类 共生 菌 ， 其 数量 并 不 因 35% 高 温 处 理 而 减少 。 可 以 推 
测 ， 除 共生 酵母 菌 之 外 ， 神 飞 乙 体内 亦 可 能 存在 其 它 共 生 菌 ， 并 与 Met 和 Arg 的 合成 有 关 ， 
对 此 尚 需 进一步 的 研究 。 
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The effects of high temperature on both yeast-like symbionts and 
amino acid requirements of Nilaparvata lugens 


FU Qiang’’*» ZHANG Zhi-tao > HU Cui?» LAT Feng-xiang 
(1. China National Rice Research Institute, Hangzhou 310006, China; 
2. Zhejiang University, Hangzhou 310029, China) 


Abstract: The brown planthopper, Nilaparvata lugens» was subject to a 35°C treatment for 72 h at the 
egg stage» and the development of yeast-like symbionts and amino acid requirements of both heat-treated 
and untreated N. lugens were studied. The results indicated that heat-treated N. lugens harbored sub- 
stantially fewer symbionts at the nymphal stage as compared with untreated one. By rearing on 22 chemical- 
ly defined diets» with single amino acid deleted for each diet» only the requirements of heat-treated N. 
lugens for 8 essential amino acids» i. e. His» Lys» Leu, Ile» Thr, Val» Phe, Try, increased obviously 
with the rate of adult emergence as indicator. It was proposed that the yeast-like symbionts be closely relat- 
ed to the requirements of above 8 essential amino acids for N. lugens. 
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